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gene but not the quiescent bone marrow stem cells; and 

(ii) administering of 5-f luorocytosine (5FC) to said cells such that cells that have genomically integrated sa.d 
DNA construct are killed. 

5 Patentanspruche 

1 DNA-Konstrukt. das ein bakterielles Cytosin-Deaminase-Gen und einen euteryotischen ^ r ^ i ° nsvektor 
u^Xwlbei o*s Cytosin-Deaminase-Gen am GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG moditaert .St. 

10 2. DNA-Konstrukt, das die ATCC-Hinterlegungsnr. 40999 aufweist. 

3. Saugerwirtszelle, umfassend das DNA-Konstrukt nach Anspruch 1 Oder 2. 

4. Saugerwirtszelle nach Anspruch 3, die Cytosin-Deaminase-Protein exprimiert. 

5. Cytosin-Deaminase-negatives Selektionssystem (CDNSS). das ein Sicherheitssystem in der Gentransfertherapie 
bereitstellt, umfassend die Schritte: 

fit Insertieren eines DNA-Kbnstrukts. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das Cytosin-Deaminase- 
ge^CTG-T^^nitetio^Codon zu ATG modHiziert ist. einen eukaryotischen Expressionsvektors 
und eine interessierende, exogene DNA in das Genom einer Wirtszelle. und 

^B^rder W-rfszene mit 5-Fluorocytosin (5FC), wenn die Wirtszelle maligne wird. in pharmako.og.sch 
vertraglichen Dosen. welche Zellen toten. die das DNA-Konstrukt im Genom mtegnert aufwe.sen. 

25 6. CDNSS nach Anspruch 5. wobei die exogene DNA ein therapeutisches Gen ist. 

7. CDNSS. das ein Sicherheitssystem in der Gentransfertherapie bereitstellt. umfassend die Schritte: 

(i) insertieren eines DNA-Konstrukts, umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das c *™*°%™*™- 
Gen an dem GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modHiziert ist. und e.nen eukaryot.schen Express.- 
onsvektor in das Genom einer Wirtszelle; 

(ii) Behandeln der Wirtszelle mit Neomycin; . 

ii ) Insertieren eines zweiten. ein therapeutisches Gen umfassenden Konstrukts .n d.e W.rtszelle. so daB 
Umtliche Zellen. die das therapeutische Gen eingebaut aufweisen. auch das Cytosin-Deam.nase-Gen e.nge- 

K^h^elTdeTwirtszelle mit 5-Fluorocytosin (5FC), wenn die Wirtszelle maligne wird. in pharmakologisch 
vertraglichen Dosen. welche Zellen Wten, die das DNA-Konstrukt im Genom integriert aufwe.sen. 

8. CDNSS. das ein Sicherheitssystem in der Gentransfertherapie bereitstellt. umfassend die Schritte: 

(i) insertieren eines DNA-Konstrukts. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das Cytosjn-Deaminase- 
Gen an dem GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modHiziert ist. ein therapeutisches Gen und e.nen 
eukaryotischen Expressionsvektor in das Genom einer Wirtszelle; und 

(ii) Behandeln der Wirtszelle mit 5-Fluorocytosin (5FC). wenn die Wirtszelle mal.gne w.rd .n pharmakolog.sch 
« vertraglichen Dosen. welche Zellen toten. die das DNA-Konstrukt im Genom integriert aufweisen. 

9. Verfahren zur Genregulierung in einer Wirtszelle. umfassend die Schritte: 

(i) Insertieren eines DNA-Konstrukts. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das Cytosin-Deaminase- 
so Gen an dem GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modHiziert ist. einen eu ^y 0 ^ he "^;^ r ^; 

tor und ein interessierendes. therapeutisches Gen, in Wirtszellen. wobe. man e.ne veranderte Wirtszelle 

Mi) h Behandeln der veranderten Wirtszelle mit periodischen Dosen von 5-Fluorocytosin (5FC) in pharmakologi- 
schen Mengen. so daB die Anzahl der Wirtszellen verringert, jedoch nicht vollstandig zerstOrt wird. 

55 10. Verfahren zur Genproduktregulierung in einer Wirtszelle, umfassend die Schritte: 

(i) Insertieren eines DNA-Konstrukts. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen, wobei das Cytosin-Deaminase- 
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Gen an dem GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modifiziert ist, einen ^^^ e ^^^' 
tor und L interessierendes. therapeutisches Gen, in VWtszellen, wobei man e.ne veranderte Wrtszelle 

O^Beh^ndeln der veranderten Wirtszelle mit einer hohen Dosis 5-Fluorocytosin (5FC), so daft samtliche ver- 
anderten Zellen zerstOrt werden. 

v*kzin for Sauaer aeqen Tumore. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen, wobei das Cytosin-Deaminase^en an 
dem zu ATG modrfiziert ist und anen eukaryotischen Express^onsvektor und 

Tumorextrakte oder Tumorzellen. 

Verwendung des Vakzins nach Anspruch 1 1 und nachfolgende Verwendung von 5 "^^ n ^FC) zur Herste.- 
lung von Medikamenten zur Verwendung bei der Behandlung von Tumoren durch ZerstOren des Vakz.ns. 

13 Vakzin for Sauger gegen ein mikrobiologisches Pathogen, umlassend einen 'ebenden^nicht 

vTrur^Werien oder Protozoen. Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das Cytosin-Deaminase-Gen am GTG-Transla 
^££E£!£* zu ATG modViziert ist, und einen Expressionsvektor in einer Menge, d,e ausrercht, urn erne 
immunisierung gegen den Virus, die Bakterien oder Protozoen zu induz.eren. 
14. Verwendung des Vakzins nach Anspruch 13 zur Herstellung eines Medikaments tor die .mmunisierung gegen den 
Virus, die Bakterien oder Protozoen. 

umfassend die Schntte: 

(i) Behandeln des Knochenmarks mit einem Cytosin-Deaminase-Konstrukt, wobei das Konstruktj am GTG- 
? ansSonsiSSons-Codon zu ATG modifiziert ist, und auf solche Weise in einen Vektor gepack. : ist da(3 das 
S * zutSveise Tumorzellen oder Lymphozyten. nichtjedoch Knochenmarkstammzellen .nhziert; und 
S n S^e^S^rSn der KnocheTarkzel.en mit 5-F.uorocytosin (5FC) in solchen Dosen. daB 
Tumorzellen oder Lymphozyten vollstandig entfernt oder zerstort werden. 

16. Verwendung nach Anspruch 15. wobei die 5-Fluorocytosin (5FC)-Behandlung auf die Knochenmarktransplantation 
folgend gegeben wird. 

17 Doooelt neaativer Selektionsvektor. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das Cytosin-Deaminase-Gen 
am GTG^^n^ations^nitiations-Codon zu ATG modifiziert ist. das Herpes-Thymidinkinase-Gen und emen euka- 
ryotischen Expressionsvektor. 

18. Diagnoseveriahren zum Nachweis erfolgreicher homologer Rekombination. umfassend die Schritte: 

(i) Insertieren eines Cytosin-Deaminase-DNA-Konstrukts. wobei das Konstrukt am GTG-Translations-lnitiatj- 
ons-Codon zu ATG modifiziert ist. in eine Zellinie in vitro; r^in r»pa- 

fii) Bilden eines Deletjonsmutanten. der eine signrtikante Homologie zu der DNA-Sequenz d« ^Cytosm-Dea- 
Jnase-DNA-Konstrukts beibehalt. das Cytosin-Deaminase-Gen jedoch b.olog-sch ' na ^ machtund 
(iii) Nachweis der erfolgreichen homologen Rekombination durch Messen des Verlustes der Empf.ndhchkeit 
gegen 5-Fluorocytosin (5FC). 

19. In Wfro-Verfahren zum selektiven Eliminieren von Zellen, umfassend die Schritte: 

(i) insertieren eines Cytosin-Deaminase-DNA-Konstrukts. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen. wobei das 
Cylosfn Oei^nase-Gen am GTG-Translations-.nitiations-Codon zu ATG modifiziert .st. und emen gewebe- 
spezifischen Promotor in die Zellen; und . fln Hor 

^nachlolgende Behandlung der Zellen mit 5-Fluorocytosin (5FC). urn die Zellen zu el.m.n.eren. ,n denen der 
gewebespezif ische Promotor aktiv ist. 

20. In wfro-Verfahren zum TOten von Krebszellen in einer Zellpopulation, umfassend die Schritte: 
(i) Verabreichen eines DNA-Konstrukts an die Zellen. umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen, wobei das 
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Cytosin-Deaminase-Gen am GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modifiziert ist, und einen Promolor 
mit einer Disposition, Krebszellen zu transduzieren; und 

(ii) nachfolgende Behandlung der Zellen mit einer toxischen Dosis 5-Fluorocytosin (5FC), welche die Krebszel- 
len, nicht jedoch andere Zellen zerstort. 

21. In vtfro-Verfahren zur Eliminierung HIV-infizierter Zellen in einer Zellpopulation, umfassend die Schritte: 

(i) Insertieren eines DNA-Konstrukts, umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen, wobei das Cytosin-Deaminase- 
Gen am GTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modifiziert ist. einen Promotor Oder ein Enhancerelement 
aus dem HIV-Genom und einen eukaryotischen Expressionsvektor, in das Genom einer mit HIV infizierten, 

weiBen Blutzelle; und ^ _ 

eehandeln der Zellpopulation mit 5-Fluorocytosin (5FC). so daB Zellen, in die das DNA-Konstrukt emge- 

baut ist, getotet werden. 

22. In v/Jro-Verlahren zur Behandlung von Tumoren in Knochenmarkstammzellen. umfassend die Schritte: 

(i) Insertieren eines DNA-Konstrukts, umfassend ein Cytosin-Deaminase-Gen, wobei das Cytosin-Deaminase- 
Gen am QTG-Translations-lnitiations-Codon zu ATG modifiziert ist. und einen eukaryotischen Expressionsvek- 
tor in die Knochenmarkstammzellen durch retroviral Transduktion, so daB lediglich die repliz.erenden Tumor- 
zellen das Cvtosin-Deaminase-Gen einbauen, nicht jedoch die ruhenden Knochenmarkstammzellen; una 
S VeS (5FC) an die Zel.en, so daB Zellen, in die das DNA-Konstrukt genom.sch 

integriert ist. getotet werden. 

Revendications 

1 Une construction d'ADN qui comprend un gene de cytosine desaminase bacterien et un vecteur d^ression 
euc^yote. ledit gene de cytosine desaminase etant modifie au niveau du codon d'.nrt.at.on de traducfon GTG en 
ATG. 

2. La construction d'ADN dont le num6ro d'enregistrement ATCC est 40999. 

3. Une cellule h6te de mammifere comprenant ladite construction d'ADN selon la revendication 1 ou 2. 

4. La cellule note de mammifere selon la revendication 3. qui exprime la proteine cytosine desaminase. 

5. Unsystemedesaectionnegatfdecytosined 

therapie de transfert genetique comprenant les etapes suivantes : 

(i) ('insertion d une construction d'ADN comprenant le gene de cytosine desaminase. ledit gene de cytosine 
dtaZSZ etant modHie au niveau du codon d'initiation de traduction GTG en ATG. un vecteur d'express.on 
eucarvote et un ADN exogfene considere dans le genome d'une cellule note ; et 

Cartel* de la cellule h6te par la 5-f luorocytosine (5FC) si .adite cellule h6te dev,ent mahgne , «r . doses 
pnarn^ceirtiquement acceptab.es qui tueront les cellules qui possfcdent ladrte construct,™ d ADN ,nt6gree 
genomiquement. 

6. Le CDNSS selon la revendication 5. dans lequel ledit ADN exogene est un gene therapeutique. 

7. Un CDNSS qui constitue un systems de sfecurite dans la therapie de transfert genetique. comprenant les 6tapes 
suivantes : 

m l insertion d'une construction d'ADN comprenant un gene de cytosine desaminase. ledit gene de cytosine 
desTm^ etant modifie au niveau du codon d'initiation de traduction GTG en ATG et un vecteur d express.on 
eucaryote dans le genome d'une cellule hdte ; 

(ii) letraitementde ladite cellule hflte par la n6omycine ; , ^.^..LhAtoHofamn 
(i f) I insertion d'une seconde construction comprenant un gene therapeut.que dans ladrte cellule h6te de fa^on 
qLe S tes o^qui ont integre ledit gene therapeutique ont egalement integre led,t gene de cytos.ne 

t ^a^menl de ladrte cellule h6te par la 5-f luorocytosine (5FC) si ladite ce.lu.e h6te devient maligne a des 
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